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RESUMEN
El reconocimiento de hongos causantes del "picamento" (ray speek) y su
dispersi6n en crisantemo (Chrysanthemum morifolium RAM) cV.Polaris, se
realiz6 bajo condiciones de invernadero. Se identificaron tres especies de
hongos que producen los síntomas: ALternaria alternata (FR) Keissler, ALter-
naria zinniae Ellis, Stemphylium botryosum, Wallroth CPkospora herbarum)
Raben Horst.
Para el análisis de la dispersi6n de la enfermedad, se us6 un diseño comple-
tamente al azar con tres repeticiones. En cuatro sitios del cultivo se evalu6
el número de colonias, la temperatura y la humedad relativa. Se encontr6
que la temperatura es el factor más importante para la producci6n y libera-
eién de conidias. A las 12M. (21°C) se present6 la mayor esporulaci6n.
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SUMMARY
The recongnition of the fungi causing ray speck and their dispersion in
chrysantemum (Chrysanthemum morifolium RAM) cv. Polaris, was carried
out under greenhouse conditions. Three speciea were identified: Alternaria
alternata (FR) Keiasler, Alternaria zinniae Ellis, Stemphylium botryosum,
Wallroth lPleospora herbarum) Raben Horst.
The analysis ofthe disease dispersion was based on a random deaign with
three repetitions. The number of coloniea, the temperature and relative hu-
midity were evaluated in four different placea of the culture. The tempera-
ture was found to be the most important factor afecting the production and
releaSe of conidia. The sporulation reached ita peak at noon ( 21°C).
Palabras claves: Ray-speck. Stemphylium. Alternarla. Fitopatología.
Introducci6n
Los síntomas del picamento en las cabezuelas florales del crisan-
temo son originados por especies de Alternaria y Stemphylium (Tam-
men 1963, Kofranek 1992). Las especies de ambos géneros son extre-
madamente cosmopolitas en un amplio rango de plantas y sustratos,
incluidos suelos, textiles y comestibles. También es usual encontrar-
los como invasores secundarios en Compositae, Cruciferae, Cucurbi-
taceae, Malvaceae, Solanaceae, Amaranthaceae, Caryophylaceae yen
hortalizas, cítricos y cereales (Domsch, Gams y Anderson 1980, Sri-
vastava y Gupta 1983).
En Colombia,Orjuela (1965)ha reportado enfermedades producidas
por especies de Alternaria y Stemphylium en plantas cultivadas como
cebolla:<Allium cepa), alfalfa Wedicago sativa), trigo (Triticum vulgare),
repolló (Brassica sp), tomate (L¡ycopersicum esculentum), papa tSola-
num tuberosum), fique (Furcrea gigantea), curuba (Passiflora mollissi-
ma), fríjol tPhaseopue vulgaris), trébol rojo (Trifolium pratense) y algo-
dón (Gossypium sp.).
La liberación y diseminación de las esporas de Stemphylium y Al-
ternaria dependen de factores ambientales como la humedad relativa,
temperaturas máximas diarias, velocidaddel viento, turbulencia y rocío,
que son asociadas con la periodicidad diurna (Bashi, Rotem y Putter
1973; Eversmeyer y Kramer 1975;Kofranek 1992).
Se ha observado que las conidias de Stemphylium son liberadas
violentamente. Teniendo en cuenta que las flores nacionales compiten
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en el mercado internacional con las producidas por Estados Unidos,
Holanda, Francia e Israel, que el sector ocupa un renglón importante en
la economía del país y que el desconocimiento de la biología de los agen-
tes causales del picamento necesitan de más estudio, el objetivo de este
trabajo es conocer el organismo que produce el picamento de la flor en
crisantemo (Chrysanthemum morifolium RAM) cv. Polaris y evaluar las
condiciones que favorecen la dispersión del patógeno durante las dife-
rentes etapas del desarrollo del cultivo.
Materiales y métodos
Para la realización de este trabajo se utilizaron flores tipo exporta-
ción de crisantemo (Chrysanthemum morifolium. RAM) ev. Polaris, cul-
tivadas bajo condiciones de invernadero.
Las inflorescencias con síntomas típicos de la enfermedad, consis-
tentes en pequeñas manchas rojizas de diámetro aproximado de 1 mm,
se colectaron en cultivos ubicados en el municipio de Madrid, Cundina-
marca. Este material se colocó en cámaras de humedad y en cajas de
Petri con papa-dextrosa- agar (PDA) con el fin de inducir la esporulación.
Los aislamientos se caracterizaron de acuerdo a la forma, elevación,
color de las colonias y tipo de crecimiento. El estudio del crecimiento
micelial consistió en siembras de los hongos en cajas de Petri usando
PDA como medio de cultivo, realizando medidas del diámetro de la ca-
lonia cada 24 horas e incubando a una temperatura de 23°C mas o menos 2.
Con el fin de comprobar si todos los aislamientos obtenidos per-
tenecian a las especies causantes del "picamiento" en la cabezuela del
crisantemo, se hizo un estudio del tamaño, color y forma de las coni-
dias; éstas se tiñeron con azul de lactofenol, observando 50 conidias
por aislamiento.
Para las pruebas de patogenicidad se trabajó con flores cortadas en
grado de apertura comercial de la cv. Polaris, inoculando las ligulas
externas de cada inflorescencia. Se utilizaron 47 tinas de plástico cu-
biertas de polietileno para mantener la humedad y la temperatura ade-
cuada; en su interior contenian bloques de oasis, sustrato poroso que
retiene el agua y además sirve para sostener a las flores.
Los tallos de las inflorescencias se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 1%, posteriormente se colocaron en las tinas y se inocularon de
la siguiente forma: 15 tinas con el complejo Alternaria-Stemphylium y
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las dos restantes se usaron comocontroles. Seguidamente se cubrieron
con polietileno de color blanco.
Cada 24 horas se hicieron medidas repetidas del número de lígulas
afectadas, tomando como base 12 lígulas externas. Sobre esta misma
unidad se tomaron tres lígulas al azar, en las que se midió el porcentaje
de área afectada.
Para las inoculaciones de cada uno de los aislamientos obtenidos se
preparó una suspensión de 50000 esporas por mI. con ayuda de un
hemacitómetro.
Para una mayor esporulación de los aislamientos, se sembraron en
el medio de cultivo v-s. La inoculación se realizó con atomizadores de
plástico asperjando sólo las partes externas de las inflorescencias.
Jal. Se estableció una escala de patogenicidad para el hospedante, con
cinco grados de afección. La. agresividad del agente causal se determinó
mediante la variación de los síntomas sobre el hospedante, el tiempo de
incubación de la enfermedad y el porcentaje de afección del involucro de
las inflorescencias del crisantemo.
Para el análisis de la dispersión de las esporas que producen la
enfermedad de ''picamento'' en las inflorescencias de crisantemo, se usó
un invernadero con 40 camas (cada cama con un área de 36 m2) y una
densidad de siembra de 97 plantas/m".
Durante la época de los muestreos el cultivo se mantuvo bajo las
prácticas agronómicas rutinarias.
Para el seguimiento de la dispersión de las esporas se utilizaron
cajas de Petri con PDAy ácido láctico distribuidas en el invernadero en
sitios seleccionados aleatoriamente; se colocaronen cada sitio tres ~as
de Petri.
El monitoreo de la dispersión de las esporas se realizó semanalmen-
te durante el ciclodel cultivo (14semanas), las cajas de Petri se rempla-
zaron cada 2 horas y estuvieron expuestas durante 30 minutos en los
sitios seleccionados, iniciando el muestreo a las S a.m. y terminando a
las 6 p.m. En cada uno de los sitios de muestreo se registraron datos de
temperatura y humedad relativa con un higrómetro colocadoa nivel del
follaje en cada sitio durante la exposición de las cajas de Petri.
Las cajas expuestas durante el día se llevaron al laboratorio y se
incubaron en la estufa a 24°C más omenos 2 durante ochodías, al final
de loscuales se identificóy contó el número de colonias del agente causal.
ACTA BIOLOGICA COLOMBIANA Nos. 7-8 153
El ensayo estuvo dispuesto en un arreglo factorial 4 X 6 X 14 (loca-
lización, horas del día, semanas) en un diseño completamente al azar
con submuestras (3 observaciones por unidad experimental).
Resultados y discusión
Especies de Alternaria y Stemphylium fueron aisladas e identifica-
das como los agentes patógenos causantes de los síntomas del ''picamen-
to" (ray speck) en las inflorescencias del crisantemo en un cultivo de
flores localizado en el municipio de Madrid (Cundinamarca).
Los aislamientos obtenidos correspondieron a las siguientes especies:
a. Alternaria alternata (FR) Keissler, 1912.
Alternaria tenuis Ness, 1816.
Torula alternata Fries, 1832.
Alternaria tomato (Cooke) Brinkman, 1931.
Macrosporium. tomato Cooke, 1883.
b. Alternaria zinniae M. B. Ellis, 1972.
c. Stemphylium botryosum Wallroth, 1883.
Pleospora herbarum (FR) Rabenhorst, 1855.
Sphaeria herbarum Fries, 1823.
Estos aislamientos mostraron variabilidad en forma y color de las
colonias en condiciones similares de temperatura, luz, pH y medio de
cultivo.
La apariencia visual del crecimiento de las colonias fue diferente.
Las colonias de S. botryosum durante los tres primeros días presentaron
coloración parda en la parte central y en los bordes un color más claro.
El crecimiento fue radial en anillos conspicuos claros y oscuros (Fig. 1);
a los 15 días tenian una coloración ca.feverdoso y se fueron oscureciendo
hasta tomar un color café oscuro; la apariencia que presentaba fue al-
godonosa y no cambio con el tiempo; la altura de la colonia no sobrepaso
los 5 mm. Cowling, Gilchrist y Graham (1981) señalan que el crecimien-
to radial de la colonia de S. botryosum en anillos claros y oscuros corres-
ponde a zonas de baja y alta densidad de esporulación respectivamente.
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FIGURA No. 1. Colonia de Stemphylium ootryoaum.
Las colonias de A alternata en los tres primeros días presentaron
una coloración café oscuro y finalmente negro. Cuando las colonias eran
jóvenes tenian una apariencia algodonosa, pero cuando envejecieron
presentaron formaciones granulares negras. La altura de las colonias
no sobrepasó los 5mm.
Las colonias deA zinniae en los tres primeros días presentaron
un color café verdoso uniforme, el crecimiento fue ramificado y dis-
perso por toda la caja. A los quince días las colonias eran de color café
oscuro, la apariencia fue siempre algodonosa y la altura no sobrepasó
los 5 mm.
La tasa de crecimiento micelial evaluada en condiciones de labora-
torio mostró que S. botryosum tiene crecimiento más rápido que el deA
altemata y el de A zinniae.
El promedio de las dimensiones de las conidias (50 por cada aisla-
miento) fue de 18.5 X 27; 20,3 X 11,2 Y 42,9 X 14,8 micras para S.
botryosum, A alternata y A zinniae respectivamente.
Para S. botryosum, las conidias presentaron forma ovoide con un
septo mayor en la parte central y algunos septos transversales y longi-
tudinales secundarios. Las conidias maduras tenian aspecto muriforme,
café oscuro y paredes equinuladas o verrucosas (Fig. 2).
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FIGURA No. 2. Conidia de Stemphylium botryosum (lOOOx).
FIGURA No. S. Conidia de Alternaria altemata (lOOOx).
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El conidióforo de Stemphylium se observó solitario, con un abulta-
miento en la región apical de color café y colormás oscuro alrededor del
polo apical, el cual tenía la pared lisa. La conidia presentó de uno a siete
septos, características señaladas para la especie.
FlGlJRA No. 4. Conidia de AltD'naria zinn~ (lOOOz).
A alternaría presentó conidias solitarias y en cadenas, de forma
ovoide, a manera de raqueta de tennis, con tres a ochoseptos transver-
sales y usualmente con septos longitudinales u oblicuos que le dan un
aspecto muriforme, con paredes lisas en estadios juveniles y equinulada
en estados maduros (Fig. 3).
El conidióforo fue de color castaño, con paredes lisas, simple y dere-
cho con uno a tres septos.
EnA zinniae las conidias se presentaron por lo general solitarias
y algunas veces en cadenas de dos, tenian forma oblonga, de cinco a
nueve eeptos transversales y algunos septos longitudinales, el ápice
de la conidia fue filiforme, el color café claro y las paredes lisas (Fig. 4).
Los conodióforos se presentaron solitarios, con paredes lisas, de color
castaño, Las conidias de A zinniae obtenidas en los aislamientos
fueron de menor longitud que las consideradas por Ellis (1971) como
características de la especie. El tamaño de las conidias de S. botryo-
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FIGURA No. 5. Síntomas que presenta la cv. Polaris después de 15 días de
inoculado: a) con S. botryosum, b) con el complejo A alternata-S, botryosum, e)
con A altemata.
sum y A zinniae parece ser afectado por las condiciones del medio
artificial de cultivo.
Las pruebas de patogenicidad mostraron queA alternara,A zinniae
y S. botryosum producen los síntomas del "picamento" en las inflores-
cencias del crisantemo ev.Polaris (Fig. 5).
Se observó que el período de incubación más corto se presentó cuan-
do se inoculó el complejoA altemata-S, botryosum (24 horas). Jackson
(1961)señala que tanto las especies deAlternaria comode Stemphylium
están asociadas con la aparición de la enfermedad. Cuando la ev.Polaris
se inoculó con S. botryosum aparecieron los síntomas dispersos en el
área floral después de 72 horas. Tamen (1963) registra que en pruebas
de patogenicidad realizadas con S. floridanum. en hojas jóvenes y de
crecimiento vigoroso de crisantemo ev.Blue Chip, Forty Miner y otras
bajo condiciones de invernadero, aparecen los síntomas de la enferme-
dad de 24 a 48 horas después de la inoculación, y en condiciones ideales
de temperatura y humedad relativa reporta la aparición de los síntomas
entre 18y 24 horas.
Se presentaron variaciones en la agresividad de losaislamientos que
son patógenos en la cv. Polaris (Fig. 6); el complejoA alternata-S, bo-
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tryosum fue el más agresivo contra el área floral luego de 15 días de
incubación.
Las diferencias de patogenicidad deA alternata y el complejo fún-
gicoposiblemente se deben a la especialización de los patógenos, a dife-
rencias en la producción de toxinas o quizás a diferencias genéticas.
El número de colonias de olternaria encontradas durante las sema-
nas de estudio y en las horas de muestreo mostraron diferencias alta-
mente significativas, en tanto que, los lugares de cultivo en donde se
llevó a cabo la toma de información no se encontraron diferencias con-
siderables. Al hacer las comparaciones de promedios durante todo el
período de muestreo se pudo observar en las semanas 1y 2 mayor nú-
mero de colonias.
Respecto a las horas del día, el mayor número de colonias de Alter-
noria se encontró al medio día y progresivamente este valor disminuyó
en las horas de la mañana y en las horas de la tarde, siendo los valores
más bajos los del atardecer.
La humedad relativa permaneció bastante alta en el cultivo durante
las diferentes semanas de muestreo, horas del día y localizaciones,
La temperatura parece ser el factor más importante para la pro-
ducción y liberación de conidias, a medida que aumenta la tempera-
tura en las horas de la mañana, hasta 21°C (12 m) la esporulación
fue mayor y cuando la temperatura descendio en las horas de la tarde,
esta disminuyó.
Trabajos en tomate realizados por Pearson y Hall (1975) señalan
que las temperaturas entre 21 y 2~C son ideales para la esporulación
de A altemata y S. solani.
Hay otros factores que contribuyen a la producción y dispersión de
esporas, comolas labores del cultivo y las corrientes de aire que circulan
dentro del invernadero.
La distribución del número de colonias con respecto a las horas del
día y localización (Fig. 7) señalan que los promedios más altos se pre-
sentaron a las 12 m. en todos los sitios de muestreo. A las 10 a.m. y 2
p.m. el promedio de esporulación fue intermedio y a las 8 a.m. y 4 p.m.
presentaron los promedios mas bajos en cada sitio de muestreo, el pro-
medio de colonias más bajo se presentó a las 6 p.m. para las cuatro
localizaciones.
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FIGURA No. 7. Promedio de colonias de Altemaria por hora-localidad.
El número de colonias de Stemphylium presentó diferencias signi-
ficativas para las semanas y las horas. Se encontró en general promedios
altos en las cuatro primeras y cuatro últimas semanas (Figura 8).
De las semanas cinco a la diez se observó una disminución en el
número de colonias de Stemphylium debido probablemente a las fumi-
gaciones preventivas que se realizaron por esta época y en especial en
las semanas ochoy nueve.
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FIGURA No. 8. Promedio de colonia de Stemphylium en el muestreo.
El número de colonias se incrementa en las últimas semanas por el
manejo del cultivo, condiciones ambientales favorables y sustratos que
facilitan el desarrollo de las enfermedades del "picamento".
Se observa un incremento marcado del número de colonias de
Stemphylium hacia el medio día, donde se encuentra el promedio
de temperatura más alto, para luego decrecer en las horas de la
tarde hasta alcanzar el promedio más bajo hacia las 6 p.m. lo que
indica que las condiciones extremas de alta humedad relativa y
baja temperatura no permiten el desarrollo del hongo. La producción
de conidias parece ser más afectada por cambios de temperatura que
por humedad.
La humedad relativa durante el monitoreo permaneció bastante
alta, condición considerada por Rotem y Cohem (1968) como un factor
en la producción y desarrollo de Stemphylium.
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FIGURA No. 9. Promedio de colonias de Stemphylium por hora-localidad.
En relación con la localización, a pesar de no encontrar diferencias
significativas entre los promedios del número de colonias, se pudo esta-
blecer que el camino central del invernadero (localización 4), fue un foco
de dispersión de las esporas transportadas por las labores agronómicas
que se realizan dentro del invernadero.
La distribución de colonias de Stemphylium con respecto a la hora-
localización móstró un incremento marcado hacia el medio día, para.
luego decrecer en las horas de la tarde en las cuatro localizaciones. Los
promedios más bajos se encontraron a las 6 p.m. (Figura 9).
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En general, el promedio del número de colonias deAlternaria fue superior
al promedio de colonias de Stemphylium durante las 14 semanas de estudio
(FIgura 10). Los niveles de ináculo de A. alternata y S. botryosum fueron
semejantes en las semanas 1, 13y 14.
Es posible que durante algunas semanas el manejo preventivo en el
cultivo pudo influir en la disminución del número de colonias de
Stemphylium, pero al llegar los estados de cosecha y postcosecha y un
incremento en la temperatura, se favoreció su proliferación, dado
que en estos estadios fue donde se encontraron hojas senescentes
que permiten el desarrollo acelerado de las esporas.
Conclusiones
Se encontraron tres especies de hongos patógenos que producen la
enfermedad del ''picamento'' (ray speck): Alternaria alternata, Alterna-
ria zinniae y Stemphylium botryosum.
Las tres especies presentaron variaciones morfológicas que consis-
tieron principalmente en el tamaño y forma de las conidias y del conidióforo.
Se encontró una relación directa entre la tasa de crecimiento mi-
celia! de los hongos en el medio de cultivo y la patogenicidad de los mismos.
S. botryoeum. mostró la tasa de crecimiento más rápido y fue el más agre-
sivo.A alternata con un crecimiento más lento tuvo una agresividad menor.
El complejo A alternata-S. botryosum present6 mayor agresividad ....
Se encontró relación entre el período de incubación y la patogenicidad de
ka hongos. Los aislamientos del complejoA Alternata y S. botryosum fueron
másagresívos y presentaron el período de incubación más corto; el aislamien-
to deS; botryosum present6un período de incubación de incubación más largo
fue menos agresivo.
El promedio de colonias deAlternaria y Stemphylium para las diferentes
horas del día presentaron el valor más alto hacia las 12 m., mientras que el .
más bajo se encontró a las 6 p.m.
En el presente trabajo la esporulación deA altemata y S. botryosum fue
similar para las cuatro localizaciones del cultivo, presentando una mayor
esporu1ación en el sitio 4, correspondiente al camino central del invernadero.
El promedio del número de colonias de A alternata fue superior al
promedio de S. botryosum en las 14 semanas de estudio, siendo mayor
la esporu1ación del primero.
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